










Bis vor wenigen Jahren wurden 
nichtkleinzellige Lungenkarzinome 
(NSCLC), die 80% aller Lungenkarzi­
nome ausmachen, aufgrund fehlen­
der Unterschiede im Ansprechen auf 
Chemotherapie als eine  einheitliche 
Erkrankung angesehen.  Molekulare 
Untersuchungen und  klinische 
 Studien haben jedoch gezeigt, dass 
NSCLC eine heterogene  Gruppe von 
Lungenkarzinomen darstellen, die 
sich klinisch­therapeutisch und ge­
netisch maßgeblich voneinander 
unterscheiden. Die morphologische 
und genetische Subtypisierung von 
NSCLC ist heute entscheidend für 
die Wahl der für den individuellen 
Patien ten am besten geeigneten The­
rapie [3, 4, 7, 14].
Anforderungen an 
zytologische Diagnostik
Bei 70% der Patienten mit einem NSCLC 
wird die Erkrankung in fortgeschritte-
nen, inoperablen Stadien mittels zytolo-
gischer Proben und kleiner Biopsien dia-
gnostiziert. Bei bis zu 40% aller Patienten 
erfolgt die Diagnose ausschließlich an zy-
tologischem Material.
Die Anforderungen an die zyto-
logische Diagnostik sind komplexer 
 geworden und beinhalten neben der 
Unterscheidung kleinzelliger Lungenkar-
zinome von NSLC:
1.  die möglichst exakte NSCLC-Subty-
pisierung,
2.  die Selektion des geeigneten Tumor-
materials für molekulare prädiktive 
Markeruntersuchungen,
3.  die präanalytische Vorbereitung der 
zytologischen Proben für die prädik-
tiven Markeranalysen,
4.  die Durchführung und Interpretation 
der molekularen prädiktiven Marker-
untersuchungen mit geeigneten Test-
verfahren.
Subtypisierung für molekulare 
Markeruntersuchungen 
und Therapiewahl
Die NSCLC-Subtypisierung ist heute aus 
folgenden Gründen von entscheidender 
Bedeutung:
1.  Der NSCLC-Subtyp ist prädiktiv für 
das Ansprechen auf eine zytotoxi-
sche Chemotherapie. Patienten mit 
Adeno karzinomen zeigen eine signi-
fikant bessere Ansprechrate mit dem 
Anti-Folat Pemetrexet als Patien-
ten mit Plattenepithelkarzinomen. 
Patien ten mit Plattenepithelkarzino-
men sprechen hingegen besser auf 
Gemcitabine an [14].
2.  Der NSCLC-Subtyp ist  prädiktiv 
für das Auftreten potenziell  fataler 
Nebenwirkungen unter Bevacizumab. 
Dieser monoklonale Antikörper ist 
bei Plattenepithelkarzinomen kontra-
indiziert, da sie mit dem Auftreten 
gefährlicher Blutungen assoziiert sind 
[3].
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sind prädiktiv für das Ansprechen auf 
EGFR- bzw. ALK-Tyrosinkinaseinhi-
bitoren (TKI) und kommen praktisch 
nur bei Adenokarzinomen vor [4, 7].
Erst kürzlich wurden erstmals standardi-
sierte Kriterien für die NSCLC-Subtypi-
sierung in kleinen Biopsien und in zyto-
logischen Präparaten publiziert [17]. Die 
beiden häufigsten Subtypen, das Ade-
nokarzinom (60%) und das Plattenepi-
thelkarzinom (30%) lassen sich in >70% 
der Fälle rein zytomorphologisch an-
hand etablierter Kriterien diagnostizieren 
(. Abb. 1; [19]). Vor allem bei wenig dif-
ferenzierten NSCLC können charakteris-
tische morphologische Merkmale fehlen. 
In diesen Fällen ist eine immunzytoche-
mische Zelltypisierung angezeigt.
Falls sowohl zytologisches als auch 
bioptisches Tumormaterial verfügbar ist, 
lohnt es sich, diese Proben miteinander 
zu vergleichen. Dies erleichtert die kor-
rekte morphologische Subtypisierung und 
dient dazu, das für Immunphänotypisie-
rung oder molekulare Untersuchungen 
am besten geeignete Material auszuwäh-
len. Zytologie und Biopsie sind gleichwer-
tig bzgl. NSCLC-Subtypisierung. Da die 
Färbung nach Papanicolaou (PAP) Ke-
ratin und Zellverhornungen hervorhebt, 
hat die Zytologie im Vergleich zur Biop-
sie eine etwas höhere Sensitivität für die 
Diagnose von Plattenepithelkarzinomen.
Die Anzahl zu untersuchender im-
munzytochemischer Marker sollte auf 
das Minimum beschränkt werden. Als 
effiziente und meist ausreichende Kom-
bination für die Abgrenzung eines Ade-
nokarzinoms von einem Plattenepithel-
karzinom hat sich der glanduläre Marker 
TTF-1 mit einem der beiden plattenepit-
helialen Marker p63 und CK5/6 erwiesen 
(. Abb. 2; [8, 18]). Als Chromogen sollte 
3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) verwen-
det werden, um ggf. eine Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) zur Unter-
suchung prädiktiver Marker auf den im-
munzytochemischen Präparaten auswer-
ten zu können. Diaminobenzidin (DAB) 
führt zu einer nukleären Autofluoreszenz, 
welche die Auswertung der FISH-Signale 
beeinträchtigt.
Aus einem nicht sicher zuordenba-
rem Immunphänotyp ergibt sich nach 
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klassifizierbaren NSCLC (NSCLC-NOS). 
Der Anteil an NSCLC-NOS-Diagnosen 
muss aufgrund der therapeutischen Re-
levanz möglichst gering gehalten werden 
und kann mithilfe der gleichzeitigen, sich 
ergänzenden Beurteilung von Zytologie 
und Biopsie und der Immuntypisierung 
von 20–30% auf etwa 5% reduziert wer-
den [15]. NSCLC-NOS werden zum jetzi-
gen Zeitpunkt ebenfalls wie Adenokarzi-
nome behandelt.
Sollten nach Anfertigung der zytolo-
gischen Ausstrichpräparate noch Tumor-
zellen im eingesandten Material vorhan-
den sein, ist es empfehlenswert,  diese 
zu fixieren und in einem paraffineinge-
betten Zellblock für allfällige zukünfti-
ge Untersuchungen zu asservieren. Auf 
den nach PAP gefärbten Ausstrichpräpa-
raten degradiert die DNA im Laufe der 
Zeit,  sodass nach 1–2 Jahren molekulare 
Untersuchungen oft nicht mehr optimal 
beurteilbar sind. Nach eigenen Erfahrun-
gen bleibt die DNA-Qualität auf luftge-
trockneten, mit May-Grünwald-Giemsa 




Die genetische NSCLC-Subtypisierung 
mit der entsprechenden zielgerichteten 
Therapie hat erstmals zu einer relevan-
ten Verbesserung der Lebenserwartung 
von Patienten mit einem fortgeschrittenen 
Lungenkarzinom geführt.
Diese genetischen NSCLC-Subtypen 
sind charakterisiert durch spezifische Gen-
veränderungen, die zu einer konstitutiven 
Aktivierung des entsprechenden Proteins 
führen, meist nicht gleichzeitig vorkom-
men und sich gegenseitig ausschließen [9].
EGFR- und KRAS-Mutationsanalyse
EGFR ist eine an der Zellmembran ge-
bundene Rezeptortyrosinkinase (RTK). 
Nach Ligandenbindung aktiviert die intra-
zelluläre Domäne des EGFR den Phospho-
inositol-3-Kinase (PI3K)-AKT- und den 
RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg, die bei-
de sowohl die Apoptose hemmen als auch 
den Zellzyklus aktivieren. Aktivierende so-
matische Mutationen in den Exonen 18–
21 der Tyrosinkinasedomäne des EGFR-
Gens führen zu einer ligandenunabhän-
gigen Aktivierung des EGFR. Deletionen 
im Exon 19 und die L858R-Punktmutati-
on im Exon 21 machen 85% all dieser Mu-
tationen aus. In westeuropäischen Patien-
tenkollektiven sind 8–15% der Adenokar-
zinome EGFR-mutiert.
EGFR-TKI sind hochwirksam bei Lun-
genkarzinomen mit aktivierender EGFR-
Mutation [7]. Eine EGFR-Mutationsanaly-
se ist somit entscheidend für die Selektion 
der für den Patienten am besten wirksa-
men Therapie. Diese sollte an allen Adeno-
karzinomen, aber auch an NSCLC-NOS in 
fortgeschrittenen Tumorstadien, d. h. bei 
malignem Pleuraerguss oder Metastasen 
Tab. 1  „Epidermal-growth-factor-receptor“ (EGFR)-Mutationsanalysen bei Zytologien und 
Biopsien (2010–2011): Vergleich der analytischen Erfolgsraten
  Zytologie Biopsie Gesamt p-Wert
Erfolgsrate bezogen auf alle untersuchen Exone (Exone 18–21)




Gesamt 403 459 862 <0,01
Erfolgsrate für die am häufigsten von einer aktivierenden Mutation betroffenen  
Exone 19 und 21




Gesamt 403 459 862 0,06
Tab. 2  Prävalenz von „Epidermal-growth-factor-receptor“ (EGFR)-Mutationen bei 
 Zytologien und Biopsien (2010–2011)




















(Stadium IV gemäß der aktuell geltenden 
7. TNM-Version), durchgeführt werden 
(. Abb. 3). Aufgrund der geringen Mu-
tationsrate wird die Testung von Platten-
epithelkarzinomen nicht empfohlen [10].
Obwohl KRAS-Mutationen bisher the-
rapeutisch nicht direkt angehbar sind, ist 
die Kenntnis des KRAS-Status für die Se-
lektion weiterer genetischer Untersu-
chungen hilfreich. Lungenkarzinome mit 
EGFR- und KRAS-Wildtyp sollten auf 
ALK-Gen-Rearrangements hin unter-
sucht werden (s. unten).
Die aktuell am weitesten verbreitete 
Methode zum Nachweis von Mutationen 
ist die direkte Gensequenzierung nach 
Polymerasekettenreaktion (PCR)-Ampli-
fikation der extrahierten DNA. Zytologi-
sche Präparate sind dabei den Biopsien 
gleichwertig und zeichnen sich aus durch 
eine hohe DNA-Qualität aufgrund intak-
ter Zellkerne und der alkoholbasierten Fi-
xierung [11, 13].
Wenn eine Biopsie vorhanden ist, soll-
te, wie oben bereits diskutiert, das Mate-
rial miteinander verglichen werden. Falls 
sowohl die Zytologie als auch die Biopsie 
reichlich Tumorzellen enthalten, führen 
wir die molekularen Untersuchungen be-
vorzugt an der Zytologie durch. Dies er-
laubt es uns, das paraffineingebettete Tu-
mormaterial der Biopsie für allfällige zu-
künftige Untersuchungen zu asservieren. 
Alle Arten von zytologischen Präparaten 
(konventionelle Ausstriche, Dünnschicht-
präparate, alkohol- oder luftfixierte, PAP-, 
MGG- oder immunzytochemisch gefärb-
te Präparate) eignen sich für PCR-basier-
te DNA-Untersuchungen. Das Verhältnis 
zwischen malignen und benignen Zel-
len im zu untersuchenden Material sollte 
mindestens 30–50% betragen. Dies kann 
in den meisten Fällen mittels Tumorzell-
anreicherung durch manuelles Abkratzen 
oder Lasermikrodissektion (LMD) er-
reicht werden [1]. Für gewöhnlich werden 
mindestens 100 Tumorzellen für die Ana-
lyse benötigt. Die Anzahl der erforderli-
chen Zellen ist geringer als bei Biopsien 
(etwa 200 Tumorzellen), was durch die 
fehlende formalinbedingte DNA-Frag-
mentierung und die intakten Zellkerne 
zu erklären ist.
Wir führen ungefähr gleich viele 
EGFR-Mutationsanalysen an zytologi-
schen Präparaten wie an Biopsien durch 
(. Tab. 1). Die etwas geringere analyti-
sche Erfolgsrate bei Zytologien ist darauf 
zurückzuführen, dass die Analyse gele-
gentlich retrospektiv an über 1 Jahr archi-
viertem Material bei Tumorprogression 
und damit an nicht mehr optimaler DNA-
Qualität erfolgen muss. Trotz dieser Tatsa-
che sind die Exone 19 und 21 bei 97% aller 
untersuchten Zytologien auswertbar. Die 
EGFR-Mutationsrate liegt sowohl in der 
Zytologie als auch in der Biopsie bei 10% 
(. Tab. 2). Diese identische Mutations-
rate zeigt, dass sich beide Probenarten 
gleichermaßen für die Mutations analyse 
eignen.
ALK-Gen-Rearrangements
ALK ist eine Rezeptortyrosinkinase, die 
in normalem Lungengewebe nicht expri-
miert wird. Das EML4-ALK-Fusionsgen 
wurde erst 2007 entdeckt und führt zu 
einer konstitutiven Aktivierung der ALK-
Kinase [16]. Die Prävalenz der EML4-
ALK-Genfusion liegt in unselektionier-
ten NSCLC bei 3–5% und bei Adenokar-
zinomen mit EGFR- und KRAS-Wildtyp 
bei bis zu 20% [2].
Nur 4 Jahre nach der Entdeckung von 
EML4-ALK wurde im Sommer 2011 auf-
grund vielversprechender klinischer 
Studien ergebnisse der duale ALK/MET- 
Inhibitor Crizotinib für die Therapie 
von fortgeschrittenen NSCLC mit einem 
ALK-Gen-Rearrangement in den USA 
von der Food and Drug Administration 
(FDA) zugelassen [4]. Parallel dazu er-
folgte erstmals in der Geschichte zielge-
richteter Medikamente auch die Zulas-
sung des entsprechenden prädiktiven 
Tests, des Vysis-ALK-FISH-Proben-Kits 
(Abbott Mol. Inc., Des Plaines, IL/USA). 
Eine Untersuchung auf ein ALK-Rear-
rangement ist bei nichtplattenepithelialen 
NSCLC mit EGFR- und KRAS-Wildtyp 
empfohlen (. Abb. 3).
Sowohl das EML4- als auch das ALK-
Gen sind auf dem kurzen Arm des Chro-
mosoms 2 lokalisiert. Das EML4-ALK-
Fusionsgen entsteht durch kleine Inver-
sionen mit oder ohne Deletionen des da-
zwischenliegenden Chromosomenab-
schnitts. Die Bruchstelle im ALK-Gen 
liegt im Exon 20, während mindestens 
8 verschiedene Bruchstellen im EML4-
Gen bekannt sind, die zu den verschiede-
nen EML4-ALK-Varianten führen [12]. 
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ner wie TGF und KIF5B mit ALK fusio-
nieren und die ALK-Kinase aktivieren. 
Ein molekularer Test sollte alle diese ALK-
Rearrangements erfassen. Der Goldstan-
dard ist zum jetzigen Zeitpunkt der in-
direkte Nachweis mittels FISH mit sog. 
„Break-apart“ (BAP)-Sonden.
Zytologische Präparate eignen sich 
hervorragend für FISH-Untersuchungen 
und sind unserer Erfahrung nach in nahe-
zu 100% der Fälle auswertbar. Die FISH-
Auswertung ist deutlich einfacher als bei 
Biopsien, da intakte Zellkerne beurteilt 
werden. Signalverluste infolge Zellkern-
durchtrennungen wie an histologischen 
Präparaten fehlen. Wie bei PCR-basier-
ten DNA-Untersuchungen eignen sich 
auch für die FISH alle Arten von zyto-
logischen Präparaten (AEC als Chromo-
gen bei ICC, s. auch oben). Ein geeigne-
tes Areal mit einer adäquaten Anzahl an 
Karzinomzellen wird auf dem konventio-
nell oder ICC-gefärbten Präparat für die 
Hybridisierung markiert. In vielen  Fällen 
empfiehlt es sich, die Koordinaten der 
Karzinomzellen mithilfe eines automati-
schen Kreuztischs und einer Relokalisa-
tionssoftware zu speichern. Dadurch las-
sen sich die Karzinomzellen, die oft über 
das Präparat verteilt und mit beni gnen 
Zellen vermischt sind, nach der FISH 
schnell und zuverlässig identifizieren und 
gezielt untersuchen.
Der Vysis-ALK-FISH-Proben-Kit 
markiert das 3’-Ende des ALK-Gens mit 
einer orange fluoreszierenden  Sonde 
und das 5’-Ende mit einer grün fluores-
zierenden Sonde (. Abb. 4). In beni-
gnen Zellen und Karzinomen ohne ALK- 
Rearrangement liegen die beiden  Signale 
eng beieinander oder übereinander 
(. Abb. 4, 5a). Bei einer EML4-ALK-Fu-
sion durch Inversion (in 60–70% der Fäl-
le) bricht das 3’-Ende des Chromosomen-
abschnitts, an dem die grün fluoreszieren-
de Sonde hybridisiert. Durch eine Inver-
sion des zwischen dem ALK und EML4 
gelegenen Chromosomenabschnitts ent-
fernen sich die orange und grün fluores-
zierenden FISH-Signale erkennbar von-
einander (sog. BAP-Signal; . Abb. 4, 
5b). Im Falle einer EML4-ALK-Genfusi-
on mit einer zusätzlichen Deletion (in 30–
40% der Fälle) kommt es nach dem initia-
len Bruch des Chromosoms zum Verlust 
eines Chromosomenabschnitts. Bei der 
FISH fehlt somit das grün fluoreszierende 
Signal und es ist nur noch das orange fluo-
reszierende Signal sichtbar (. Abb. 4, 6b).
Fünfzig Karzinomzellen müssen aus-
gewertet werden. Eine Zelle gilt als posi-
tiv für ein ALK-Rearrangement, wenn 
a)  das orange und das grün fluoreszie-
rende Signal mindestens zwei Signal-
durchmesser voneinander entfernt 
sind (BAP-Signal bei EML4-ALK-Fu-
sion durch Inversion) oder 
b)  ein isoliertes orange fluoreszierendes 
Signal vorliegt (bei EML4-ALK-Fusi-
on durch Inversion und Deletion). 
Ein isoliertes Grünsignal bei Fehlen des 
entsprechenden orange fluoreszierenden 
Signals gilt hingegen als negatives Re-
sultat, da bei dieser Situation das ALK-
Gen selbst verloren gegangen ist. Ein 
Lungenkarzinom gilt als negativ für ein 
ALK- Rearrangement wenn <5/50 positi-
ve Zellen (<10%) und als positiv für ein 
ALK-Rearrangement wenn >25/50 posi-
tive  Zellen (>50%) vorliegen. Als Grenz-
befund gelten 5–25 positive Zellen (10–
50%). Ein solcher Fall sollte von einer 
zweiten unabhängigen Person ausgewer-
tet werden. Bei einem Mittelwert beider 
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tiven Zellen gilt das Lungenkarzinom als 
positiv für ein ALK-Rearrangement. Kar-
zinomzellen sind oft polysom und die 
dadurch oft resultierenden zahlreichen 
FISH- Signale pro Zellkern deutlich zu-
verlässiger auf einer „z-stack“-kompri-
mierten, zweidimensionalen Aufnahme 
zu beurteilen, die auch eine Dokumen-
tation des Befundes erlaubt (. Abb. 5a).
Die Interpretation des ALK-BAP-
FISH-Tests ist komplex und bedarf ei-
niger Erfahrung [2]. Erste Resultate mit 
einem kommerziell erhältlichen mono-
klonalen Antikörper (5A4) zeigen, dass 
eine immunhistochemische Präselektion 
von Patienten vor einer ALK-FISH-Tes-
tung kostengünstig und zuverlässig ist 
[5]. Ein standardisiertes ICC-Protokoll 
wird auch an zytologischem Material eta-
bliert (. Abb. 6).
Potenzielle prädiktive Marker
Zahlreiche weitere potenziell prädiktive 
Genveränderungen sind nicht nur in Ade-
nokarzinomen (wie z. B. HER-2, BRAF, 
MET, ROS1), sondern seit Kurzem auch 
in Plattenepithelkarzinomen (wie z. B. 
FGFR1) identifiziert worden und in kli-
nischer Erprobung. Sensitivere moleku-
lare Techniken, die rasch zahlreiche Ge-
ne kostengünstig an wenigen Tumorzel-
len untersuchen können, dürften in naher 
Zukunft verfügbar werden [6].
Schlussfolgerungen
Zytologisches Material ist ausgezeichnet 
geeignet für prädiktive Markerunter-
suchungen. Ein  einziges  zellreiches 
 Präparat kann für die NSCLC-Sub-
typisierung und alle erforderlichen 
prädiktiven Markeruntersuchungen 
 verwendet werden. TTF-1-positive Kar-
zinomzellen lassen sich  präzise mittels 
Lasermikrodissektion anreichern. Da 
meist noch reichlich Tumorzellen vor-
handen sind, kann nach der Lasermi-
krodissektion auf dem gleichen Prä-
parat die FISH zum Nachweis eines 
 möglichen ALK-Rearrangement durch-
geführt werden.
Zytopathologinnen und Zytopatho-
logen sind heute ein wichtiger Bestand-
teil des multidisziplinären Teams, das 
die optimale Behandlung der Lungen-
krebserkrankung ermöglicht.








































































































































































Quelle: Deutsche Krebsgesellschaft e.V., 
www.krebsgesellschaft.de
Fachnachrichten
307Der Pathologe 4 · 2012  | 
